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ABSTRACT 
Breast  cancer  is  a  common  disease  in  both  developing  and  developed  countries  with  early 
identification  and  treatment  improving  prognosis  and  survival.  Heparan  sulfate  proteoglycans 
(HSPGs) are key components of the extracellular matrix (ECM) that mediate cell adhesion, motility, 
proliferation,  invasion  and  cell  signalling.  Members  of  the  syndecan  family  of  HSPGs  have  been 
identified  to  be  involved  in  breast  cancer  progression  through  their  varied  interactions  with  a 
number of growth  factors,  ligands and  receptors. Specifically, high expression  levels of syndecan‐1 
(SDC1) have been demonstrated in more invasive breast tumours while elevated syndecan‐4 (SDC4) 
levels  have  been  identified  to  correspond with  improved  prognosis. With  genetic  changes  in  the 
syndecans and  their association with breast cancers plausible, we examined  two  single nucleotide 
polymorphisms  in SDC1  (rs1131351) and SDC4  (rs67068737) within an Australian Caucasian breast 
cancer  case‐control  population.  No  association  was  found  with  SDC4  and  breast  cancer  in  our 
population. However,  a  significant  association  between  SDC1  and  breast  cancer was  identified  in 
both our case control population and in a replication cohort. When both populations were combined 
for  analysis,  this  association became more  significant  (genotype,  p=0.0003;  allele,  p=0.0001).  This 
data  suggests  increased  risk of developing breast  cancer  is associated with  the presence of  the C 
allele of  the SDC1  rs1131351 SNP and may provide an  improved marker  for  improved early breast 
lesion detection. 
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1. INTRODUCTION 
Breast cancer is the most common cancer among women with an estimated 1.67 million new cases 
diagnosed in 2012. In developing countries it is   the most frequent cause of cancer death in women 
and  the  second most  frequent  cause of  cancer death  in more developed  countries.    (ABS, 2011). 
Incidence rates vary from 13.3 per 100 000 women in Eastern Africa, to 89.7 per 100 000 women in 
Western Europe, with a 1:8  lifetime risk (Davies, 2012). When detected early, while still  localized  in 
the breast, five‐year survival is 90% (Kamangar et al., 2006). Early detection and treatment improve 
prognosis, decrease  incidence rates  for new cases and may prevent  this disease  from  transitioning 
toward an invasive cancer (Morgan, 2001). The improved early diagnosis of breast cancer relies upon 
the identification of the cellular origin of genetic and microenvironmental changes involved in breast 
tumour initiation, promotion and progression.  
Heparan Sulfate Proteoglycans (HSPGs) are part of a large proteoglycan (PGs) family characteristically 
composed of  a  core protein  to which one or more  glycosaminoglycans  (GAGs)  side  chains  attach 
(Bernfield  et  al.,  1999, Gallagher  et  al.,  1992).  Specifically, HSPGs  are defined by  the presence of 
heparan sulfate  (HS) chains covalently attached  to a core protein  (Park et al., 2000, Tumova et al., 
2000). Ubiquitous  to  the cell surface and  the extracellular matrix  (ECM)  they are complex proteins 
with several specialised functions including the ability to regulate cell behaviour by binding to various 
proteases,  growth  factors,  cell  adhesion molecules,  and  cell‐matrix  adhesion molecules.  In  these 
interactions HSPGs mediate cell survival, growth, adhesion, differentiation, and migration (Gallagher, 
2001). These functions can be altered in pathophysiological processes such as cancer (Blackhall et al., 
2001).  
The complex process of HS biosynthesis begins within the golgi where heparan sulfate (HS)  is made 
of repeating unbranched disaccharides composed of alternating residues of N‐acetylglucosamine and 
glucuronic  acid  (Gallagher, 2001,  Sugahara  and Kitagawa, 2002).  Following  initiation,  a number of 
coordinated  sequential steps continue  the elongation and modification of  the chains  resulting  in a 
variable  length and a highly variable sulfation profile (Gallagher, 2001, Grobe et al., 2002, Sugahara 
and  Kitagawa,  2002).  The  result  of  this  complicated  biosynthesis  is  a  molecule  with  enormous 
biodiversity,  with  both  the  core  protein  and  side  chains  intimately  involved  in  cell  signalling 
(Gallagher, 2001). 
There are two main core protein families of HSPGs, the transmembrane syndecans and the glypicans 
anchored through a glycosylphosphatidylinositol (GPI)  link to the cell surface (Bernfield et al., 1999, 
Lander and Selleck, 2000, Sasisekharan et al., 2002). The  four  syndecans  (1‐4) are  transmembrane 
proteins  composed  of  extracellular,  transmembrane,  and  cytoplasmic  domains  (Sanderson  et  al., 
4	
	
2008)  predominantly  decorated with  HS  chains,  but  they  can  also  carry  chondroitin  sulfate  (CS) 
chains. Syndecans regulate cellular responses to external stimuli, mediate growth factor and  ligand 
binding,  and  sequester  circulating  ligands  (Blackhall  et  al.,  2001,  Tkachenko  et  al.,  2005).    The 
syndecans have been suggested to play a role  in breast cancer through their roles  in cell adhesion, 
proliferation, differentiation, signalling, and cytoskeletal organization (Blackhall et al., 2001, Elenius 
and Jalkanen, 1994, Gallagher, 2001, Lendorf et al., 2011). 
The SDC1 gene encodes  the  syndecan‐1  core protein  (Zhang et al., 2011) and  is  the most  studied 
member of the syndecan family of HSPGs, with known functions in cell adhesion and growth control 
(Gallagher,  2001).  SDC1  is  expressed  predominantly  in  epithelial  and mesenchymal  tissues, while 
another syndecan, SDC4  is predominantly expressed  in epithelial and  fibroblastic cells  (Elenius and 
Jalkanen, 1994, Tkachenko et al., 2005). SDC1 expression has been associated with an  invasive and 
malignant  type of breast  cancer, with  increased expression observed  in high‐grade  tumours, with 
SDC4 identified in benign forms of breast cancer and lower expression observed in malignant breast 
cancers (Lendorf et al., 2011). In addition, syndecan‐4 has been shown to mediate cell adhesion and 
spreading (Beauvais and Rapraeger, 2003) and is involved in the modulation of FGF‐2 signalling, and 
the regulation of cell migration via cross talk with β1 integrin and control of adhesion via cytoskeletal 
modifications. All these events are achieved through the actions of a 33 amino acid cytoplasmic tail 
(Tkachenko et al., 2005).  
Previous  association  studies  have  identified  SNPs  in  SDC3  with  obesity  (Ha  et  al.,  2006)  and 
hyperandrogenism  (Schuring  et  al.,  2009)  in  women.  In  addition,  pathway  analysis  of  existing 
National  Cancer  Institute  (NCI)  Cancer  GWAS  data  identified  three  key  signalling  pathways  with 
alterations  contributing  to  breast  cancer  susceptibility  including  SDC1  mediated  signalling.  Some 
overlap between the pathways was demonstrated, with some genes contributing to at  least two of 
the high‐ranking pathways in this study (Menashe et al., 2010). As such, it may be possible to utilise 
SNPs in HSPG genes as markers of cancer susceptibility, potentially improving early identification and 
treatment.  In  this  study,  for  the  first  time, we examine HSPG SNPS  in breast cancer  susceptibility. 
Two  SNPs  in  the 3’  end of  the  SDC1  and  SDC4  genes were  genotyped  in  an Australian Caucasian 
breast  cancer  case  control  population  to  determine  their  association  with  breast  cancer 
susceptibility. 
2. RESULTS 
2.1. SDC1 (rs1131351) 
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Initial genotyping analysis of the SDC1 rs1131351 SNP  in the  in the GRC BC population determined 
that the control population was  in HWE while the case population had a HWE p‐value suggesting a 
slight deviation  from equilibrium. Chi‐square analysis determined a significant association between 
this SDC1 SNP and breast cancer. The observed positive association was at both the allelic (p=0.0078) 
and  genotypic  level  (p=0.0391).    An  OR  of  1.6  was  calculated  in  this  population  suggesting  an 
increased risk of disease associated with the G allele. Results are summarised in Table 1. 
The study was then  investigated  in an  independent population cohort.   Results from the replication 
study using the GU‐CCQ BB population revealed a significant association between this SNP and breast 
cancer (allele: p=0.017; genotype: p=0.021).  HWE was maintained in this cohort in both the case and 
control populations. Once again,  the  calculated OR  suggested  increased  risk of disease associated 
with the minor allele; in this study the minor allele is C (OR=1.55). Results are summarised in Table 2. 
The combined genotype  frequencies  from  the GRC BC population with  the GU‐CCQ BB population 
were also  investigated.   The significant association seen  in both previous analyses was still present 
with  the association between SDC1 and breast cancer more significant when  the  larger population 
was  analysed  (allele:  p=0.0001;  genotype:  p=0.0003).    HWE  was  maintained  and  an  overall  OR 
calculated for the combined population.   Consistent with the results obtained for the two separate 
populations,  the OR determined  suggests an  increased  risk of breast cancer associated with  the G 
allele (OR=1.63).  
The  observed  genotype  and  allele  frequencies  for  these  markers  in  the  populations  examined 
matched  the  expected  frequencies  available  in  HapMap  for  a  Caucasian  European  reference 
population. These results are summarised in Tables 1, 2 and 3. 
2.2. SDC4 (rs67068737) 
The SDC4 rs67068737 SNP was also initially genotyped in the GRC BC population with both the case 
and control populations determined  to  follow HWE. However,  chi‐square analysis did not  reveal a 
significant association between this SNP and breast cancer.  Calculated OR values did not suggest the 
presence of either allele influenced risk of developing breast cancer with a very slight increase in OR 
calculated for the A allele (OR=1.05). Genotype and allele frequencies matched expected frequencies 
obtained  from  HapMap  for  the  Caucasian  European  reference  population  and  this  data  is 
summarised in table 4. 
3. DISCUSSION 
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This study showed that the SDC1 SNP rs1131351 is associated with breast cancer risk in an Australian 
Caucasian population with  the  variant  genotype  (CC)  significantly more  common  in  breast  cancer 
patients. The moderately increased risk associated with the minor allele of this SNP may indicate that 
this marker plays a role in disease susceptibility and could be use as a molecular marker for detection 
of  breast  cancers.  Therefore  the  presence  of  the G  allele  of  the  polymorphism  in  SDC1  could  be 
considered as a risk factor for disease development. In contrast, the SDC4 SNP rs67068737 examined 
in the same population cohort was not found to be associated with breast cancer.  
A number of previous studies have  indicated a  link between both SDC1 and SDC4 gene expression 
and breast cancer (Lendorf et al., 2011) susceptibility with their expression observed across a range 
of  carcinomas  (Lendorf  et  al.,  2011).  In  the  epithelia,  SDC1  is  important  for  maintaining  cell 
morphology (Kato et al., 1995, Leppa et al., 1991, Leppa et al., 1992) and is thought to have a tumour 
type or stage specific function (Sanderson and Borset, 2002). SDC1 expression is tightly regulated and 
has been demonstrated to be higher in dense breast tissue, contributing to this diagnostic risk factor 
(Barbareschi et al., 2003, Lundstrom et al., 2006).  In particular, elevated SDC1 expression has been 
associated with poorer prognosis for breast cancer patients and associated with more malignant and 
higher‐grade breast  cancer  tumours  (Lendorf et al., 2011).  In vivo SDC1 has been  shown  to be an 
essential  receptor  for Wnt‐1  induced mammary  tumourigenesis  (Alexander  et  al.,  2000), while  in 
vitro  breast  cancer  models  suggest  the  promotion  of  tumourigenesis  though  regulation  of  cell 
spreading, adhesion  (Beauvais and Rapraeger, 2003, Burbach et al., 2004), proliferation  (Maeda et 
al., 2004) and angiogenesis (Maeda et al., 2006) is dependent on SDC1. Overexpression of SDC1 has 
been  correlated with highly  invasive oestrogen  receptor  (ER)‐negative  tumours  (Baba et al., 2006) 
with  stromal  SDC1  a  crucial  factor  promoting  growth  through  regulating  interactions  between 
epithelial and stromal cells in a reciprocal feedback loop between the cellular compartments (Maeda 
et al., 2004). The fibroblast‐derived SDC1 was shown to promote neighbouring breast carcinoma cell 
growth in vitro (Maeda et al., 2004) and stimulated angiogenesis in human breast cancer xenografts 
(Maeda  et  al.,  2006),  suggesting  the  induction  of  SDC1  in  reactive  stromal  fibroblasts  created  a 
favourable microenvironment for accelerated tumour growth and angiogenesis (Maeda et al., 2006).  
Interestingly, concomitant expression  in both epithelial and  stromal cell  types of SDC1, along with 
the absence of SDC4 has been postulated to predict poor prognosis in breast cancer (Leivonen et al., 
2004,  Lendorf et al., 2011).  SDC4  is expressed  in normal human mammary epithelium, and  is  the 
second  most  abundant  HSPG  produced  in  most  breast  carcinoma  cell  lines  (Baba  et  al.,  2006, 
Burbach  et  al.,  2003).  SDC4 mediates  interactions  between  the  ECM  and  the  actin  cytoskeleton 
(Woods  and  Couchman,  2001)  and  in  breast  cancers  SDC4  is  a  component  of  focal  adhesions, 
regulated  by  PKC  (Langford  et  al.,  2005,  Oh  et  al.,  1997),  where  it  mediates  cell  adhesion  and 
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spreading (Baciu and Goetinck, 1995, Beauvais and Rapraeger, 2003, Longley et al., 1999, Woods and 
Couchman, 1994). Elevated SDC4 expression has been associated with ER and progesterone receptor 
(PR) positive  tumours  independent of  tumour grade and  type,  indicating better prognosis  in  these 
breast  cancer  patients  (Lendorf  et  al.,  2011).  In  addition,  the  absence  of  SDC4 was  significantly 
associated with  the presence of SDC1  in high‐grade  tumours, with SDC4  in ER positive/PR positive 
tumours  linked  to  the absence of SDC1  (Lendorf et al., 2011). With both SDC1 & SDC4 expression 
levels demonstrated  to correlate with FGF‐2/FGFR1  receptor signalling,  this suggests some  level of 
co‐receptor activity  in breast carcinomas  (Mundhenke et al., 2002),  reinforcing  that  these proteins 
play an important role in the progression of this disease. 
4. CONCLUSION 
A number of previous studies have demonstrated differences in syndecan expression associated with 
varying  grades  and  types  of  breast  tumours.    A  role  for  syndecans  and  disease  has  also  been 
suggested  through a number of signalling mechanisms and binding partners whose  involvement  in 
cancer is well documented. However, few studies have investigated genetic variations of SDC genes 
and their association with disease with a number of SNPs in SDC3 associated with obesity in a Korean 
population  (Ha  et  al.,  2006)  and  female  hyperandrogenism  in  European women  (Schuring  et  al., 
2009). The  current  study  is  the  first  to  investigate polymorphic variations  in SDC1 and SDC4  in an 
Australian breast cancer population. The expression changes  seen  in  these genes  in disease  states 
suggest that interruptions to protein structure, and therefore function, could have a profound impact 
on tissue and niche specific function.  
This  study  suggests  that  the  tested  SDC1 marker may play  a  role  in  breast  cancer  risk. Based on 
previous studies we expected polymorphisms  in SDC1 to be associated with breast cancer, while  in 
contrast, variations in SDC4 are likely to not be associated with disease but to show a protective role 
in more severe  forms of breast cancer.   The current study supports this hypothesis with a positive 
association  observed  for  the  SDC1  (rs1131351)  polymorphism  investigated while  the  variation  in 
SDC4  (rs67068737)  showed  no  association  with  disease  in  our  population  cohorts.  With  earlier 
detection  and  treatment  important  to  improved patient outcomes,  the  SDC1  rs1131351  SNP may 
have a potential role as a new breast cancer biomarker.  
5. MATERIALS AND METHODS 
5.1. Breast Cancer Populations and extractions 
Two Caucasian Australian breast cancer cohorts were used  for  this study.   The  first,  the Genomics 
Research  Centre Breast  Cancer  population  (GRC BC)  consisted  of  147  cases  and  117  age  and  sex 
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matched  controls.    These  samples  were  collected  between  1997  and  2005.  The  replication 
population, the Griffith University‐Cancer Council Queensland Breast Cancer Biobank   (GU‐CCQ BB), 
consisted of a further 420 samples collected in 2012.  This population consisted of 329 cases and 91 
age and sex matched controls (Youl et al., 2011). 
DNA was extracted by traditional salting‐out methods as described previously (Chacon‐Cortes et al., 
2012, Nasiri et al., 2005) or using a Qiagen Maxi Blood extraction kit (Qiagen, Australia) according to 
the  manufacturer’s  instructions.  DNA  was  further  cleaned  by  ethanol  precipitation  if  required. 
Samples were  assessed  for  quality  and  quantity  using  the Nanodrop  spectrophotometer  (Thermo 
Scientific, Australia). The resultant clean DNA was diluted to a working concentration of 20 ng/µL for 
further analysis.  
5.2. Polymerase Chain Reaction: PCR 
For  both  SNPs  examined  primers were  designed  in  the  3’  end  of  the  gene.  For  SDC1,  rs1131351 
(NT_015926.14), optimal PCR  conditions amplified 40ng of DNA with 150nM each of  forward and 
reverse  primer  (SDC1‐Fwd:  5’‐TGCTGTACCGCATGAAGAAG‐3’;  SDC1‐Rev:  5’‐
TACCCACCTCACAGGGTTGT‐3’)  (IDT, USA), 150nM dNTPs  (NEB, Australia), 1.3mM MgCl2 and 0.25U 
GoTaq Flexi DNA polymerase (Promega, Australia)  in a 20µL reaction.   Optimal conditions for SDC4, 
rs67068737 (NT_011362.10) primers amplified 40ng of DNA with 100nM each forward and reverse 
primer  (SDC4‐Fwd:  5’‐TACCCACCTCACAGGGTTGT‐3’;  SDC4‐Rev:  5’‐GCCATCAGGGTGCATGTTCT‐3’), 
200nM dNTPs, 1.5mM MgCl2 and 0.25U GoTaq Flexi Taq polymerase in a 15µL reaction. 
Cycling conditions consisted of a 3 min denaturation at 95oC followed by 35 cycles of denaturation at 
95oC  for 45s, annealing at 58oC  (SDC1) or 60oC  (SDC4)  for 45s, extension at 72oC  for 45s.   This was 
followed  by  a  final  extension  step  at  72OC  for  7 minutes  before  amplicons  (SDC1:  354bp;  SDC4: 
373bp) were  stored  at  4oC  until  required.  Following  amplification,  a  volume  of  5µl  of  each  PCR 
product  was  visualised  on  a  2%  agarose  gel  run  at  90  volts  for  45  minutes  to  confirm  specific 
amplification of the correct sized product prior to RFLP analysis. 
5.3. Restriction Fragment Length Polymorphism: RFLP 
Restriction  enzymes  for  analysis  of  both  SNPs  were  obtained  from  New  England  Biolabs  (NEB, 
Australia). For the SDC1 SNP, PspGI was used in the following reaction conditions: 7µL of PCR product 
(approx. 1.4µg DNA) was digested with 1U PspGI enzyme and 1X reaction buffer 4 in a 15µL reaction 
for 4‐16hrs at 75oC. Digestion produced bands of 188bp, 37bp and 17bp regardless of which allele 
was present. However,  in  the presence of  the C allele bands were present at 53bp and 43bp, and 
when the G allele was present there was a specific 96bp band. Genotypes were determined by the 
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presence or absence of the 96bp band compared to the presence or absence of the 53bp and 43bp 
bands. 
For the SDC4 SNP, BsrBI was used  in the following reaction conditions: 3U of BsrBI enzyme with 1X 
reaction buffer 4 and 7µL of PCR product (approx. 1.4µg DNA) were digested in a 15µL reaction over 
4‐16hrs at 37oC. This was followed by a heat inactivation step at 80oC for 20min. Digestion of the PCR 
product only occurred  in the presence of the wild type G allele producing two bands of 224bp and 
189bp.    The  presence  of  the  A  allele  did  not  allow  digestion  retaining  a  single  373bp  fragment. 
Heterozygotes displayed all three bands. 
For  both  SNPs  digestion  products  were  analysed  using  a  4%  agarose  gel  at  70V  for  1  hour  to 
sufficiently  resolve  the  different  fragment  sizes.    A  100bp  ladder  used  to  allow  for  accurate  size 
determination  and  DNA  fragments  visualised with  ethidium  bromide  under  UV  light  on  a  Vilber 
Lourmat Fusion FX7 (FisherBiotec, Australia). 
5.4. Analysis: Hardy Weinberg Equilibrium (HWE) and Chi square test 
Genotype  frequencies  were  calculated  using  a  standard  counting  method.    Hardy‐Weinberg 
equilibrium (HWE) and Chi‐square analyses were performed.  For Chi‐square a significant association 
was determined when p<0.05. Odds ratios (OR) were calculated to assess relative risk with an OR > 1 
indicative of increased risk of developing disease associated with the minor allele investigated. 
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8. TABLES 
 
Table  1.  Results  for  SDC1  in  the  GRC  BC  population.  Analysis  revealed  a  significant  association 
between the SDC1 SNP and breast cancer, with increased risk of disease associated with the C allele.  
SDC1  rs1131351                 
  Genotype  Allele     
Group  GG (%)  GC (%)  CC (%)  P  G (%)  C (%)  P  HWE  OR 
GRC BC  41 
(27.9%) 
61 
(41.5%) 
45 
(30.6%)  0.0391 
143 
(48.6%) 
151 
(51.4%)  0.0078  0.04  1.60 
CONTROL  45 
(38.5%) 
51 
(43.6%) 
21 
(17.9%)  ‐ 
141
(60.3%) 
93
(39.7%)  ‐  0.33  ‐ 
HapMap (%)  50  31  19  ‐  65.5  34.5  ‐  ‐  ‐ 
 
Table  2.  Results  for  SDC1  in  the  GU‐CCQ  BB  replication  population.  Results  from  the  GRC  BC 
population were replicated  in this  independent population.   A significant association between SDC1 
and breast cancer was observed.  OR values indicate increased risk associated with the C allele. 
SDC1  rs1131351       
  Genotype      Allele  
Group  GG (%)  GC (%) CC (%)  P G (%) C (%) P HWE  OR
GU‐CCQ BB  75 
(21.6%) 
169
(48.7%) 
103 
(29.7%)  0.021 
319
(46.0%) 
375
(54.0%)  0.017  0.71  1.55 
CONTROL  27 
(37.0%) 
29
(39.7%) 
17 
(23.3%)  ‐ 
83
(56.8%) 
63
(43.2%)  ‐  0.1  ‐ 
HapMap 
(%)  50  31  19  ‐  65.5  34.5  ‐  ‐  ‐ 
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Table  3.  Results  for  SDC1  in  the  combined  population,  GRC  BC  +  GU‐CCQ  BB.    When  the  two 
independent populations were analysed  together,  the significant association seen  in both previous 
analyses became stronger. Increased risk of developing breast cancer is associated with the C allele. 
SDC1  rs1131351         
  Genotype      Allele    
Group  GG (%)  GC (%)  CC (%) P G (%) C (%) P  HWE  OR
GRC+GU‐CCQ  116 
(23.5%) 
230 
(46.6%) 
148 
(30.0%)  0.0003 
462
(46.8%) 
526
(53.2 %)  0.0001  0.149  1.63 
CONTROL  72   
(37.9%) 
80 
(42.1%) 
38 
(20.0%)  ‐ 
224
(58.9%) 
156
(41.1%)  ‐  0.073  ‐ 
HapMap (%)  50  31  19  ‐  65.5  34.5  ‐  ‐  ‐ 
 
Table 4. Results  for SDC4  in  the GRC BC population. No significant association between  this SNP  in 
SDC4 and breast cancer was  found. There are no published genotype  frequencies  for  the HapMap 
CEU reference population for this SNP. 
SDC4  rs67068737         
  Genotype      Allele    
Group  GG (%)  GA (%)  AA (%) P G (%) A (%) P  HWE  OR
GRC BC  159  
(68.2%) 
62 
(26.6%) 
12
(5.2%)  0.422 
380
(81.55%) 
86
(18.45%)  0.809  0.92  1.05 
CONTROL  119  
(67.2%) 
53 
(30.0%) 
5
(2.8%)  ‐ 
291
(82.2%) 
63
(17.8%)  ‐  0.32  ‐ 
HapMap (%)  ‐  ‐  ‐  ‐  81.7  18.3  ‐  ‐  ‐ 
 
 
